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Abstract 



Disclosed is a fluorescent compound of a molecular structure comprising a fluorophore, at least one phenylboronic 
acid moiety, and at least one amine-providing nitrogen atom where the nitrogen atom is disposed in the vicinity of the 
phenylboronic acid moiety so as to interact intermolecularly with the boronic acid. The compound emits fluorescence 
of a high intensity upon binding to saccharide(s), and is therefore suitable for use in the detection of saccharide(s). 
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® Fluoreszente Verbindung geeignet zur Verwendung bei der Detektion von Sacchariden 

© Eine Fluoreszenzverbindung mit einer Molekularstruk- 
tur, die ein Fluorophor aufweist, mmdestens eine Phenyl- 
boronsauregruppierung und mindestens ein aminvorse- 
hendes Stickstoffatom, wobei das Stickstoffatom in der 
Nahe der Phenylboronsauregruppierung angeordnet ist, 
urn so in Wechselwirkung zu treten in intermolekularer 
Hinsicht mit der Boronsaure. Die Verbindung emittiert 
Fluoreszenz mit einer hohen Intensitat bei der Bindung 
mit Sacchariden oder einem Saccharid und die Verbin- 
dung ist daher geeignet zur Verwendung bei der Detekti- 
on eines oder mehrerer Saccharide. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bezieht sich auf eine neue fluoreszente 
Verbindung und insbesondere auf eine fluoreszente Verbin- 
dung, die geeignet ist zur Verwendung bei der Detektion von 5 
Sacchariden oder Zucker, wie beispielsweise Glukose und 
ferner auf die Detektion von Sacchariden mit einer solchen 
Fluoreszenzverbindung. 

Stand der Technik. Saccharide oder Zucker sind organi- 
sche Verbindungen, die fur lebende Organismen unerlaBlich 10 
sind, und die eine wichtige Rolle spielen bei der Inforniati- 
onsiibertragung, bei dem Energiemetabolismus und bei 
Strukturbildung in solchen Organismen. Beispielsweise ist 
Glucose, insbesondere D-Glucose eine entscheidende Ener- 
giequelle fiir verschiedene Zellen beim Aufbau verschiede- 15 
ner Organe. Glucose_ wird in der Leber als Glykogen gespei- 
chert und nach Bedarf fiir den Energieverbrauch in Korper- 
fiussigkeiten freigegeben. Die Herstellung und der Ver- 
brauch der Glucose sind in Korperfliissigkeiten eines nor- 
malen und gesunden Menschen wohl ausgeglichen, wobei 20 
die Glucosekonzentration in den Fliissigkeiten oder Fluids 
konstant gehalten wird. Auf diese Weise gestattet die Detek- 
tion oder Feststellung von Glucose im Blut oder im Urin 
wertvolle Information fiir die Diagnose von Krankheiten, 
wie beispielsweise Diabetes und einer Adrenalinsutfizient. 25 

Ein Glucosesensor unter Verwendung eines Enzyms ist 
die am besten bekannte praktische MaBnahme zur Detektie- 
rung von Sacchariden. Dieses Verfahren umfaBt die Zerle- 
gung der Glucose mit dem Enzym (Glucoseoxydate) und die 
Messung der Menge an Wasserstoffperoxid, welches durch 30 
die Zerlegung erzeugt wird, und zwar durch geeignete Mit- 
tel (wie beispielsweise eine Elektrode). Ob wohl dieses Ver- 
fahren ein etabliertes Verfahren isu wird das aus einem le- 
benden Korper kommende Enzym seine Qualitat irreversi- 
bel mit der Zeit verandern und kann nicht fiir die wieder- 35 
holte Verwendung "recycled" werden. Die Probe kann nicht 
fiir andere MeBzwecke verwendet werden, da die Glucose 
bereits zerlegt ist. Zudem richlet sich der konventionellc 
Sensor nur auf die Detektion von Zucker in einer "in vitro"- 
Probc, d. h. eine aus dem lebenden Korper entnornmcne 40 
Probe. Wenn es moglich ware, Saccharide an Stellen inner- 
halb des lebenden Korpers zu detekticren, so konntc man 
vielmehr Information erhalten, die auBerordentlich brauch- 
bar ware bei der Diagnose und der Behandlung von Krank- 
heiien und der Entwicklung von Arzneimitteln. Der der/ei- 45 
tige Saccharidsensor ist jedoch weit weg von der Erfiillung 
solcher Erwartungcn. 

Zusammenfassung der Erfindung. Die vorliegendc Erfin- 
dung sieht eine neue fluoreszente Verbindung vor, die unler 
verschiedenen moglichen Verwendungcn besonders geeig- 50 
net ist, wie die Verwendung bei der Detektion von Sacchari- 
den. Somit wird erfindungsgemaB eine Verbindung vorgcse- 
hen, die in der Lage ist, Fluoreszenz zu cmiitieren. und zwar 
durch Kombination mit Sacchariden; die Verbindung hat 
eine Molekularstruktur, die iolgendes aufweisl: ein Fluoro- 55 
phor, mindestens eine Phenylboronsaure-Gruppierung und 
mindestens ein aminlieferndes StickstotTatom, wobei das 
Stickstoffaiom in der Nahe der Phenylboronsaure-Gruppie- 
rung angeordnet ist, urn so intermolekular mil der Boron- 
saure in Wechselwirkung zu treten. 60 

Eine typische Verbindung, die innerhalb einer dcranigen 
Struktur liegt, kann erfindungsgemaB ausgedriickt werden 
durch die folgende allgemeine Forrnel (1): 
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In der obigen Formel (1) reprascntiert F ein Fluorophor. 
Beispiele von Fluorphoren sind eine Anzahl von Alomgrup- 
pen oder funktionalen Gruppen, die -Elektronensysteme 
enthalten. Bcvorzugte Fluorophore umfasscn die folgenden: 
Naphtyl, Anthryl, Pyrcnyl und Phcnanthryl, die ausgedriickt 
werden konnen durch die folgenden Strukturformeln (2), 
(3), (4) und (5): 




Die fluorophorbildenden Atom- oder Funktionsgruppen 
konnen subsiituierte sein, so lange die Subslituenien oder 
der Substitucnt in nicht nachteiligcr Weise die Fluororcs- 
zenz bceinfluBt. Beispielsweise ist die Substitution mit einer 
oder mehreren Sulfonsiiurcgruppen bevor/.ugt, insbesondere 
dann, wenn die Verbindung in einem waBrigen Stromungs- 
miltel oder einem waBrigem Fluid aufgelosl werden soil liir 
die Detektion von Sacchariden, die darin enlhaltcn sind, da 
dies der Verbindung die Eigcnschaft der Wasserloslichkcit 
ertcilt. Das am tneisten bevorzugte Fluorophor wird durch 
Anthryl exemplifiziert. 

In der Fonnel (1 ) bezeichnet R kombiniert mil dem Stick- 
stoffatom, eine nicdrigere aliphatische oder aromatische 
Funktionsgruppe. Im allgemeinen ist R eine Alkylgruppe 
mit I bis 4 KohlcnstofYatomcn, d. h. Methyl, Ethyl, Propyl 
oder Butyl oder cine Phcnylgruppe. 

In der Formel (1) ist in gleich 0, 1 oder 2. Somit ist das 
SlickstotTatom in der Verbindung der vorlicgenden Erfin- 
dung in der Nahe der Boronsauregruppierung angcordneL 
und das Stickstoffaiom ist durch die Methylengruppe oder 
Elhylengruppe oder direkt kombiniert an der Ortho-Position 
der Phcnylboronsaure. Vorzugsweisc ist m gleich 1 und so- 
mit ist der Stickstofi" mil der Phenylgruppe durch eine Me- 
thylengruppe kombiniert. 

In der Fomicl (I) ist n also 0, 1 oder 2, wobei n + m eine 
ganze Zahl von 2 oder 3 ist. Somit ist das Stickstoffaiom und 
die Boronsaure nicht so weit weg von dem Fluorophor posi- 
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tioniert. Vorzugsweise isi n gleich 1. 

Die die Phenylboronsaurc bildende Phenylgruppe kann 
durch einen geeigneten Subsutuenten oder durch geeignetc 
Substituenten substituiert sein, so lange nur diese Substitu- 
tion die Fluoreszenz nicht nachteilig beeinfluBt. Beispiele 
von Substituenten sind Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Butyl-, 
Phenyl-, Mcthoxy-, Ethoxy-, Butoxy- und Phenoxygruppen. 

Die durch die Formei (1) ausgedriickte erfindung sgemaBe 
Verbindung enthalt ein Fluorophor in seiner Molekular- 
struktur, aber emittiert keine Fluoreszenz bei Abwesenheit 
von Sacchariden. Das Verstandnis geht dahin, daB dies 
daran liegt, weil die Fluoreszenz des Fluorophors unter- 
driickt wird durch das nicht-geteilte Elektronenpaar des 
StickstofTatoiiis: das Elektron des StickstofF besitzt den 
niedrigsten angeregten Singulett Energiezustand des Fluo- 
rophors, um so die Fluoreszenz zu unterdrucken. Die erfin- 
dungsgemaBe Verbindung eniittiert jedoch Fluoreszenz mil 
einer hohen Intensitat bei der Bindung mit Sacchariden. 
Dieses Phanomen kann wie folgt erlautert werden: Das Vor- 
handensein von Sacchariden erzeugt eine Verbindung zwi- 
schen dem Stickstoffatom (N) und dem Boratom (B) zur 
Bildung eines starken Komplexes aus dem Saccharid mit 
der Phenylboronsaurc verbindung der Erfindung, wobei das 
elektronendeffiziente oder arme Boratom eine Bindung mit 
dem elektronenreichen Stickstoffhat. Somit wird das nicht- 25 
geteilte Elektronenpaar des Stickstoftatorns verwendet fur 
die Bindung mit dem Boratom und iragt nicht bei zu dem 
Fluoreszenz unterdruckenden ElektrogentransferprozeB, 
wodurch die intrinsische Fluoreszenz der Verbindung ausge- 
druckt wird. 30 

Eine typische Verbindung, die im Bereich der Formei (1) 
der Erfindung fallU ist die folgende Verbindung mit der For- 
mei (6), wobei F (das Fluorophor) Anthryl ist, R ist Methyl 
und jeder der Werte n und m ist 1 : 




Diese Verbindung zeigi eine Fluoreszenzemission einer 
stark erhohten Intensitat in der Anwesenheit von Monosac- 
charide^ wie beispielsweise D- Glucose und D-Fructosc. 
Auf diese Weise ist die Verbindung geeignet zur Verwen- 50 
dung bei der Detektion von Monosacchariden im allgcmei- 
nen oder selbst einem speziellen Monosaccharid. Bei der 
Detektion eines speziellen Monosaccharids aus einer Probe, 
die viele Monosaccharide enthallen kann, wird die Probe im 
allgemeinen einer Vorbehandlung (beispielsweise einer 55 
Chromatographic) unterworfen, und zwar fur die Trcnnung 
der Monosaccharide ge folgt von der Detektion mit der fluo- 
reszenten Verbindung der vorliegenden Erfindung. 

Die Detektion mit der fluoreszenten Verbindung der vor- 
liegenden Erfindung wird ausgefuhrt durch Zugabe der Ver- 60 
bindung zu der Probe und durch ein photoskopisches Ver- 
fahren, wobei die erhohte Intensitat der Fluoreszenz be- 
siimmt wird, und zwar infolge der Verbindung mil dem Sac- 
charid. Altemativ kann die Detektion mil der erfindungsge- 
maBen fluoreszenten Verbindung durchgefiihrt werden 65 
durch ein chromatographisches Verfahren, wo die erfin- 
dungsgemaBe Verbindung auf einem TragmaTerial getragen 
wird. durch welches die saccharidenrhaltende Probe geleitet 
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wird zum Zwecke der Detektion, basierend auf der erhohten 
Fluoreszenzintensitat infolge des Komplexes der Verbin- 
dung und des Saccharids. 

GemaB dem erfindungsgemaBen Konzept kann auch cine 
5 Verbindung vorgesehen scin, die in selekliver Weise sich mit 
einem speziellen Saccharid verbindet, wodurch cine stark 
erhohte Fluoreszenz vorgesehen wird. Insbesondcre sieht 
die vorliegende Erfindung cine Fluoreszenz verbindung vor, 
die die folgende allgemeine Formei (7) besitzt: 




In der oben angegebencn Formei bezcichnen n und m jc- 
weils 0, 1 oder 2, wobei n + m 2 oder 3 ist. F represent icrt ein 
Fluorophor und R reprasentiert eine nicdrigcre aliphatische 
oder aromatische Funktionsgruppe. 

Die Verbindung der Formei (7) ist gckennzeichnet durch 
ihre selektive Bindung mit Glucose, was eine starke Fluo- 
reszenz zur Folge hat. Die Verbindung ist daher zur Verwen- 
dung bei der Detektion von Glucose geeignet. 

In der Formei (7) bezeichnen n und m jeweils eine ganze 
Zahl, wobei n+m 2 oder 3 sind. Jedc der GroBen n und m 
kann 0 sein; somit bezeichnen n und m jeweils 0, U 2 oder 3. 
Vorzugsweise ist n + m 2, wobei jeder der Werte n und ni 0, 
1 oder 2 ist, wobei beide Werte n und rn am bevorzugtesten 1 
sind. Eine derail ige spezifische Lange der Mcthylen(CH->)- 
Gruppe oder Gruppierung der erfindungsgemaBen Verbin- 
dung, ausgedruckt durch die Formei (7), sieht eine Moieku- 
larstruktur vor, die geeignet ist, um Glucose zu binden, und 
zwar durch zwei Boron sauregruppen oder -gruppierungen 
der Verbindung. 

In der Formei (7) werden die Fluorophore exemplifizicrt 
durch eine Zahl der Atomgruppen oder funktioncllen Grup- 
pen, die n-Elektronensysteme enthalten. Als bevorzugte 
Fluorophore sind mitumfaRt die folgcndcn: Naphthyl, An- 
thryl, Pyrenyl und PhenanthryL die ausgedruckt werden 
konnen durch die oben genannten Strukturformel (2) bzw, 
(3) bzw. (4) bzw. (5). 

Die fiuorophorbildcnden Atom- oder Funklionsgruppcn 
konnen substituiertc Gruppen sein. so lange die Substituen- 
ten oder der Sub slit uent nicht in nachteiligcr Weise die Fluo- 
reszenz beeinflussen oder beeinfiuBt. Beispielsweise ist die 
Substitution mit Sulfonsiiuregruppen oder eine Sulfonsiiure- 
gruppc bevorzugt. da dies der Verbindung Wasserloslichkeit 
gibt. Das am meistcn bevorzugte Fluorphor ist durch An- 
thryl exemplifizicrt. 

In der Formei (7) bczeichnet R kombiniert mit dem Stick- 
stoffatom cine niedrige aliphatische oder aromatische Funk- 
tionsgruppe. Im allgemeinen ist R eine Alkylgruppe mit 1 
bis 4 KohlentolTatomcn, d. h. Methyl, Ethyl, Propyl oder 
Bulyl oder cine Phenylgruppe. 

Bevorzugte Vcrbindungen der Erfindung fallen in dem 
Bereich der Formei (7) und sind exemplifizicrt durch die fol- 
gcndcn Verbindungen (8), (9), (10) und (11), von denen die 
Verbindung (8) besonders bevorzugt ist. 
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Uberraschenderweise emittieren die erfindungsgcmaBcn 
Verbindungen typifiziert durch die Verbindung (8) cine 40 
starke Fluoreszenz insbesondere in Anwesenheit von Glu- 
cose in einer waBrigen Losung mit einer Konzentration ent- 
sprechend derjenigen, wie sie in den menschlichen Korpcr- 
fluids (50-250 mg/1 oder 0,0005 M-O,001 M) gefunden 
wird, und zwar nut cinem pH-Wert, der der Neutralist oder 45 
nahe Neutraliiat enispricht. Eine dcrartige starke Fluores- 
zenzintensitat andert sich selbst dann nicht in Kocxistcnz 
mit anderen Sacchariden, wie beispielsweise Galactose oder 
Fructose. 

Die Emission der starken Fluoreszenz durch die Verbin- 50 
dung (7) der Erfindung in Anwesenheit von Glucose kann 
wie folgterlautert werden: Die zwei Boronsauregruppierun- 
gen, wie sie in der Siruktur der Formel (7) angeordneL sind, 
sind geeignet zur kovalenten Bindung mit den vier Hydro- 
xylgruppen (OH-Gruppen) an den 1, 2, 4 und 6 Positionen 55 
der Glucose, wodurch ein stabiler 1 : 1-Komplex der Verbin- 
dung mit Glucose gebildet wird, indem das Unlerdriicken 
(quenching) durch das Stickoffatom in sicherer Weisc ver- 
hinderl wird. 

Im Gegensatz dazu konnen andere Saccharide, wie bci- 60 
spielsweise Fructose, mbglicherweise eine Bindung einge- 
hen nur mil einer der zwei Boron sauregruppierungen, in 
welchem alle nur eine sehr schwache Fluoreszenz beobach- 
tet wird. In der Tat kann keinc wesentliche Fluoreszenz be- 
obachtet werden durch Saccharide wie Fructose oder Galac- 65 
tose, in ihren Konzentrationcn wie sie in menschlichen Kor- 
pcrfluids auftreien. 

Somil kann die erfindungsgemaBe Verbindung typifiziert 
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durch die Formel (8) cine starke Fluoreszenz. insbesondere 
mit Glucose emittieren, und zwar infolge der speziellcn An- 
ordnung des Fluorophors, der zwei Boronsauregruppicrun- 
gen und des StickstotTaioms und daher ist die Verbindung 
geeignet zur Verwcndung bci der Dctcktion von Glucose. 
Wcnn die Detektion mil einer Losung durchgefuhrt wird, 
kann die Bindung zwischen Glucose und der Fluoreszenz- 
verbindung ieicht gespalten werden durch Andcrung des 
pH-Werts der Losung durch eine geeignete Saure, wodurch 
die Glucose wiederhergestellt wird. 

Im allgemeinen kann die erfindungsgemaBe Verbindung 
hergestellt werden dadurch, daB man einer Phenyl boron- 
saure, bei der die Ortho-Position alkylhalogcnisicrt ist, gc- 
stattet mit einem Reagens zu reagieren, welches aus Alkvla- 
minomethylgruppen oder einer Alkylaminomethylgruppe 
stent, und zwar vcrbunden mit einem Fluorophor, und zwar 
femer in Anwesenheit einer Base und nut einem gecigneten 
Lbsungsmittel. 

Durch die Anwendung der vorliegenden Erfindung kon- 
nen Saccharide, wie beispielsweise Glucose, mil schr stabi- 
ler synthetischer Verbindung detektiert werden, und zwar im 
Gegensatz zu dem konventionellen enzymatischen Verfah- 
ren, bei dem ziemlich instabile Enzyme fur die Detektion 
von Glucose verwendet werden miissen. Daruber hinaus 
kann bei der Durch fuhrung des Sacchariddetek lions verfah- 
rens mil der erfindungsgcmaBcn Erfindung eine Probe in 
Takt gemessen werden, d. h. ohnc daB sie durch das enzv- 
matische Verfahren zcrlegt werden muBte, und daher kann 
die Probe einer wciteren Messung oder Behandlung unter- 
zogen werden. 

Die Verwendung der erfindungsgemafien Verbindung 
macht es moglich, ein Saccharid oder Saccharide durch 
spektroskopische Miltel zu deiektieren, und zwar ohne Zer- 
legung der Saccharide. Die Technologie hat somit gute Aus- 
sichten bei der Entwicklung in ein Verfahren, bei dem die 
Detektion in situ erfolgen kann, und zwar im Hinblick auf 
eine spezielle Region cines Organs im Korper. Beispiels- 
weise kann durch Verwendung einer optischen Fascr, deren 
Spitze mit einer Verbindung der vorliegenden Erfindung 
ubcrzogen ist, die Information hinsichtlich Saccharid inncr- 
halb des Korpers kontinuierlich iibcrwacht werden, um so 
zweckrnaBigc klinische Daten vorzuschen. 

Weitere Vorteile, Ziele und Einzelheiten der Erfindung er- 
geben sich aus der Bescheibung von Ausfuhrungsbcispielcn 
an hand der Zeichnung, in der Zeichnung zeigt: 

Fig, 1 ein Schema, welches die Syn these einer erfin- 
dungsgemaBe n Fluorcszcnzvcrbindung veranschaulicht; 

Fig. 2 die Fluoreszenzintcnsitaten der erfindungsgemaBcn 
Verbindung in Anwesenheit von Monosacchariden; 

Fig. 3 ein Schema, welches die Synthcse einer weileren 
Fluoreszenz verbindung der Erfindung darstellt; 

Fig. 4 die Fluoreszenzintcnsitaten der erfindungsgemaBcn 
Verbindung in Anwesenheit vorn Glucose und anderen Mo- 
nosacchariden. 

Es sei bemerkt, daB in den hier angegebenen cheiiuschen 
Strukturformeln wie ublich die KohlenstofTatome und die 
Stickstoffatome in dern Methyl- oder Methylengruppen 
weggelassen wurden. 

Die Erfindung sei nunmehr zur Erleichierung des Ver- 
standnisscs anhand der foigenden Beispiele crlautcrt. 

Beispicl 1 

Die Fluoreszenz verbindung der Formel (6) wird cntsprc- 
chend dem symhetischen Rout en gcrnaB Fig. 1 hergestellt. 

Als erstes wird die Phenylboronsaurc. wie folgl herge- 
stcllu Orthobroaitoluol wird mit Magnesium (1,1-Aquiva- 
lente in Diethylether bei 25°C zur Reaklion gebracht. Das 
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Grignrad-Reagens wird tropfenweise einer Losung aus Tri- 
mcihylborat (10 Aquivalente) in Diethylether bei -78°C zu- 
gcgeben. Die Mischung wird weitere 2 Stunden geruhrt und 
sodann gestattet, daB sie sich auf Raumtemperatur erwarmt 
und sie wird fur weitere 2 Stunden geruhrt. Der Diethylelher 5 
wird durch reduziertem Druck enlfernt und der Feststoff 
wird aus Wasser rekristallisiert. Das Boronsaureprodukt 
wird in einem Vakuumofen iiber Nacht getrocknet. 

Das Boronsaureanhydrid wird mit NBS (N-Bromsuccini- 
mid) (1,1 Aquivalente) und katalytischem AIBN ( Azoisobu- 10 
tylnitril), in Tetrachlorkohlenstoff als Losungsmittel ge- 
mischt. Die Mischung wird ruckgefuhrt oder "refiuxed", und 
zwar unter der BesLrahlung einer 200-Watt-Lampe fur 2 
Stunden. Die Losung wird, wenn sie heiB ist, gefiltert und 
das Losungsmittel wird enlfernt, um das gewiinschte Bro- 15 
methylboronsaureanhydrid zu ergeben. 

Das Bromrnethylboronsaureanhydrid wird mit 9-Methy- 
laininomcthylanfchracen (2.1 Aquivalente) in Chloroform 
gemischt und 2 Stunden lang ruckgeleitet oder "refluxed". 
Wenn die Mischung kalt ist, wird sie gefiltert und das Lo- 20 
sungsmiuel wird enLfemt. Der FeststofF wird dann mit Die- 
thylether gewaschen und aus Ethylacetat rekristallisiert, um 
das gewiinschte Produkt zu ergeben. 
Analyse des Produkts: PMR (CDCL3); chemische Verse hie- 
bung (ppm): 2,2 (3H, s), 3,9 (2H, s); 4,5 (2H, s), 7,4 (4H, m), 25 
8,0 (4H, m), 8,4 (1H, s). 

MS (SIMS negativ): Masse plus Glykol minus 2 Wasser und 
1 Proton 410. 

Bei spiel 2 30 

Die Verbindung der Formel (6) wird wie in Beispiel 1 her- 
gesiellt und hinsichtlich Fluoreszenz gemessen. um die An- 
wendbarkeit der Verbindung auf die Sacchariddetektion aus- 
zuwerten. 35 

Eine waBrige Losung der Verbindung (1,2 x 10" 5 M) 
wurde hergestellt, und zwar enthielt sie Natriumchlorid 
(0,05 M). Der Losung wurde ein Saccharid (D-Glucose oder 
D-Fructose) in einer Konzentration von 0,05 M zugegeben, 
um das Gesamtvolumen der resultierenden Mischung von 40 
100 ml zu erhalten. Die Messungen wurden ausgefuhrt unter 
Veranderung des pH-Wertes von annahernd 12 durch die 
schrittweise Zugabe von HC1. Die aus der Losung entnom- 
mene Probe wird der Messung des Fluoreszenzspektrums 
ausgesetzt, nachdem der pH-Wert stabilisiert wurde und 45 
wurde sodann der Losung zuriickgefuhrt, und zwar gefolgt 
von der Zugabe von ITC1 zur Einsteliung des pH-Werts fiir 
die weitere Messung. Die Fluoreszensspcktren wurden auf 
einem Hitachi-Fluorophotospektrometcr F-4500 gemessen, 
indem UV fiir die Anregung verwendet wird. Die Ergeb- 50 
nisse sind in Fig. 2 gezeigt. 

Wie man aus Fig. 2 ersiehl, hat die Verbindung (6) eine 
sehr niedrige Fluoreszenzintensitat Liber den pH-Wertbe- 
reich von ungefahr 3 bis zu den hoheren pH's, was nahcliegt, 
daB die Fluoreszenz infolge von Anthracen unterdriickt 55 
wird. In Anwesenheit von Sacchariden wird jedoch die 
Fluoreszenz stark erhoht. und zwar uber einen breiten pH- 
Wertbereich von 4 bis 10. Es ist daher zu ersehen, daB die 
Verbindung (6) fiir die Detektion von Sacchariden durch 
Fluoreszenz verwendet werden kann. go 

Beispiel 3 

Die Fluoreszenzverbindung der Fonnel (8) wird herge- 
stellt nach den Synthesewcgen gemaB Fig. 3. 65 

Die Orthomethylboronsaure wird bromicrt mit NBS, und 
zwar in Tetrachlorkohlenstoff rait AIBN als Initiator unler 
RuckfluBbedingungen und Beleuchtung uber 3 Stunden hin- 
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weg (Ausbeute 60%) (i). Die sich ergebende Orthobromme- 
thylboronsaure wird sodann zur Reaktion gebracht mil 2,2- 
Diemethyl-l,3-propandiol in Toluol mit azcotropischcr Hnt- 
fernung von Wasser iiber Nachl (Dean Slark) (quantii alive 
Ausbeute) (ii). 

Die geschiilzte oder crhaltene Orthobronimelhylboron- 
saure wird sodann mit Anthryldiamin und Kaliumcarbonat 
in THF unter RuckfluBbedingungen iiber Nacht zur Reak- 
tion gebracht (Ausbeute 5% isoliert) (iii). Die schutzende 
Gruppe wird entfemt. und zwar in 33.3% MeOH/H20 mit 
einem pH-Wert 7,7 und Raumtemperatur (iv). 

Analyse des Produkts (geschiitzte Di boron saure): PMR 
(CDCL3, 300 MHz), chemische Vcrschiebung (ppm) 8,4 
(m. aromatisch, 16H),4,4 (s, CH 2 (anthrylisch), 4H) 3,3, (s 
CH 2 benzylisch) 4H), 3,6 (s,CH, (schutzende Gruppe), 811), 
2,2 (s, CH 3 N, 6H), 0,9 (s, CH 3 (schutzende Gruppe). 12H). 
MS (SIMS; NPOE) Masse plus 668. 

Beispiel 4 

Die Verbindung der Formel (8), wie sie in Beispiel 3 her- 
gestellt wurde, wird hinsichtlich Fluoreszenz gemessen, und 
die Anwendbarkeit der Verbindung zur Glucoscdetektion 
auszuwerten. 

Die Diboronsaureverbindung (8) wird in einer gepufTer- 
ten (pH 7,77, 0,01 M KC1, 0,000262 M KH 2 P0 3 waBrigen 
Methanolsaurelosung (33% Methanol Wasser) aufgclost. 
Portionen oder Teile von Sacchariden wurden in 100 ml der 
Losung zugegeben und die Fluoreszenzspcktra wurden auf 
einem Hitachi F-4500 Fluorospektrophotometer gemessen, 
und zwar zusammen mit einem Hewlett Packard VETRA 
286/12 Computer. UV (370 nm) wurde zur Anregung ver- 
wendet. 

Die Ergebnisse sind in Fig. 4 gezeigt, wobei die Abszisse 
die logarithmische Molarkonzentration des Saccharids und 
die Ordinate die relative Fluoreszenzintensitat angibt. Wie 
man aus der Figur erkennt, emittiert die Verbindung (8) der 
voriiegenden Erfindung eine slarke Fluoreszenz insbeson- 
dere bei Anwesenheit von Glucose selbst in einer relativ ge- 
ringen Konzentration. Es sei besonders darauf hingewiesen, 
daB die Fluoreszenzintensitat linear mit der Saccharidkon- 
zentration ansteigt, und zwar ira Bcrcich von 0 ; 0005 M bis 
0,001 M entsprechend der Glucosekonzentration. die nor- 
mal erweise in menschlichcn Korpcrfluids gemessen wird. 
Dieser Trend gilt nicht nur im Falle des Vorhandenseins von 
Glucose all ein, sondem auch im Falle des Vorhandenseins 
von Glucose gleichzeitig mit anderen Sacchariden, wie bei- 
spielsweise Galactose oder Fructose. 

Im Gegensatz dazu entwickelt die Verbindung (8) nahczu 
keine Fluoreszenz bei Anwesenheit von Ethylenglykol als 
Kontrollmitlel. Bezuglich Galactose oder Fructose zeigt die 
Verbindung keine substantielle Fluoreszenz selbst bei der 
maximal moglichen Konzentration eines solchen Saccharids 
in den Korperfluids (0,0001 M), sondcrn entwickelt die 
Fluoreszenz nur dann, wenn die Konzentration dieser Sac- 
charide hoher ist utu eine oder zwei GroBenordnungen. Es 
ist daher verstandlich, daB die Verbindung (8) der voriiegen- 
den Erfindung bei der Detektion von Glucose verwendet 
werden kann, da sie starke Fluoreszenz, insbesondere in An- 
wesenheit von Glucose emittiert. 

Zusammenfassend sicht die Erfindung folgendes vor: 
Eine Fluoreszenzverbindung mit einer Molekularsiruklur, 
die ein Fluorophor aufweist, mindesicns cine Phenylboron- 
sauregruppierung und mindestens ein aminvorsehendes 
Slickstoflatom, wobei das Sticksloffatom in der Nahe der 
Phcnylboronsauregruppicrung angcordnet ist, um so in 
Wechselwirkung zu tretcn in inteniiolekuiarcr Hinsichl mil 
der Boron saure. Die Verbindung emittiert Fluoreszenz mil 
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einer hohen Intcnsitai bei der Bindung mil Sacchariden cxier 
einem Saccharid und die Verbindung ist daher geeignet zur 
Verwendung bei der Detektion eines oder mehrercr Saccha- 
ride. 

Patent anspriiche 

L Eine Fluoreszenzverbindung niit einer Molekular- 
struktur, die ein Fluorophor aufweisu mindestens eine 
Phenylboronsauregruppierung und mindestens ein 
aminvorsehendes Stickstoffatom, wobei das Stickstof- 
fatom in der Nahe der Phenylboronsauregruppierung 
angeordnet ist, um so intermolekular mil der Boron- 
saure in Wechselwirkung zu treten. 
2. Eine Fluoreszenzverbindung niit der folgenden all- 
gemeinen Formel: 
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CH3 



a A 
CH 2 CH 2 -^ 
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Hicrzu 4 Seite(n) Zeichnungcn 
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B(OH) 2 



wobei F ein Fluorophor reprasentiert, R ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die aus niedrigen aliphatischen und 
aromatischen Funktionsgruppen besteht, und n und m 
jeweils 0, 1 oder 2 ist, wobei n+m 2 oder 3 ist. 

3. Eine Fluoreszenzverbindung nach Anspruch 2, wo- 
bei F ausgewahlt ist aus der Gruppe, die besteht aus 
Naphthyl, Anthryl, Pyrenyl und Phenanthryl. 

4. Eine Fluoreszenzverbindung der folgenden Formel: 



25 




40 



45 

5. Eine Fluoreszenzverbindung der folgenden allge- 
meinen Formel: 



F 




50 



55 



wobei F ein Fluorophor reprasentiert, R ausgewahlt ist 
aus der Gruppe, die besteht aus niedrigen aliphatischen 
und aromatischen Funktionsgruppen und n und m je- 
weils 0, 1 oder 2 sind und n+m.2 oder 3 sind. 

6. Eine Fluoreszenzverbindung nach Anspruch 5, wo- 
bei F aus der Gruppe ausgewahlt ist, die besteht aus 
Naphthyl, Anthryl, Pyrinyl und Phenantryl. 

7. Eine Fluoreszenzverbindung mit der folgenden For- 
mel: 
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